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その長さは７～９m で、断面積は約 200 ㎡にも及ぶ。その腸内には約 100 兆個にも
及ぶ腸内細菌が腸内微生物叢を形成しており、約 37 兆個から成るとされるヒトの体





















Fig. 1.  Working Hypothesis to the Crosstalk between the Constituent of  
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4 
 
１）HPLC による大黄甘草湯のセンノシド A 代謝定量法の確立（第１章） 
２）甘草に含まれるセンノシド A 代謝促進成分の同定（第２章） 
３）大黄に含まれるセンノシド A 代謝促進成分の同定（第３章） 














































Fig. 2.  Metabolism of Sennoside A by Intestinal Microbiota 
 
本研究の目的である複合成分系薬物としての大黄甘草湯の有用性を解明するため




































あり、残存する未代謝のセンノシド A が定量できる HPLC 分析法を検討した。 
 
Fig. 3.  Chemical Structure of Glycyrrhiza constituents 
 
１．大黄甘草湯代謝混液におけるセンノシド A の定量方法 
大黄甘草湯ならびに大黄甘草湯のマウス糞便懸濁液中のセンノシド A、グリチルリ
チン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドの同時分析を目的に、Wakosil-II 
5C18HG、Wakosil-II 5C18AR、Navi C18-5（いずれも 4.6 I.D.x15cm，和光純薬）、
Shim-pack XR-ODS（3.0 I.D.x10cm，島津）、TSKgel ODS-120T、TSKgel ODS-80TsQA
（いずれも 4.6 I.D.x15cm，東ソー）のカラムについて、0.017％リン酸水溶液（A 液）
とアセトニトリル（B 液）による検討を行った。その結果、Fig. 4 に示すように TSKgel 















































Fig. 4.  HPLC Profiles of Standard (A), Daiokanzoto (B), Daiokanzoto Incubation 
Mixture (C) and Glycyrrhiza (D) 
Peaks: 1, liquiritin apioside; 2, liquiritin; 3, sennoside A; 4, glycyrrhizin. 










































倍希釈液（センノシド A：0.87～3.48mM）ではセンノシド A が析出することから、
リン酸混液の代わりに、精製水－メタノール（水メタノール混液）を用いた標準溶液
（1～4096 倍）についても検量線を作成した。二つの検量線の傾き比（水メタノール





ら、糞液懸濁液がセンノシド A の溶解性を高めていることが推察された。 




Tab. 1. Retention Times, Capacity Factors, Linear Response Ranges, Regression 




 添加回収率は糞便懸濁液の 4 時間後の代謝溶液に標準品の希釈液（リン酸混液）を
添加したものと、検量線の標準溶液（水メタノール混液）から得られた回帰直線式の
傾きの比から求めた（Tab. 2、Fig. 5）。センノシド A、大黄甘草湯の代謝溶液におけ
ay: peak-area，x: μM. bTriplicate assay about the different concentration (n = 11 - 12).





























y = 0.14x + 0.35
y = 0.14x - 0.02
y = 0.17x + 0.42
y = 0.17x + 0.11
y = 0.36x + 0.39
y = 0.36x - 0.13
y = 0.14x + 0.63



















るセンノシド A、グリチルリチンの添加回収率（％）83.0～100.8 であった。 
 






Fig. 5-1.  Calibration Curves of Sennoside A (SA) with and without Incubation Mixture  
of Sennoside A.  






aConcentration of standards (μM): sennosideA = 52.3 - 418.6; daiokanzoto, sennosideA= 52.3 – 418.6,
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SA without incubation mixture of SA


























Fig. 5-2.  Calibration Curves of Sennoside A (SA) with and without Incubation Mixture 
 of Daiokanzoto (DK).  


























Fig. 5-3.  Calibration Curves of Glycyrrhizin (GL) with and without Incubation 
Mixture of Daiokanzoto (DK). 














GL without incubation mixture of DK














SA without incubation mixture of DK




標準溶液ならびに大黄甘草湯の代謝溶液（反応 0 時間）を用いて日内変動（15 回）




Tab. 3.  Within-Day and Day-to-Day Relative Standard Deviations for Maker 




























































Fig. 6.  Effects of Daiokanzoto and Rhubarb on Purgative Action 
Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference  
from glycyrrhiza (0g) (Steel’s test). 


























センノシド A の腸内代謝における甘草の影響を検討した。センノシド A（0.5mM）
と甘草凍結乾燥品（1/4 倍～4 倍量）を混合した試料溶液をマウス糞便懸濁液（排便
後 1.5 時間以内に採取した糞便の５倍希釈液）に添加し、嫌気条件下 37℃でインキュ
ベートした。センノシド A（0.5mM）と甘草凍結乾燥品（4.25mg）の割合は大黄甘
草湯中のセンノシド A とグリチルリチンを基準に設定した。 
甘草の凍結乾燥品を混合したときのセンノシド A の代謝率は Fig. 7 の通りである。




Fig. 7.  Accelerating Effect of Glycyrrhiza (GR) on Metabolism of Sennoside A (SA) 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
sennoside A (Dunnett’s test). 
 
２．リクイリチンによるセンノシド A の腸内代謝変化 
 甘草の主要成分であるグリチルリチン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドに










































SA (0.5mM) SA + GR (17mg) SA + GR (8.5mg)
SA + GR (4.25mg) SA + GR (2.125mg) SA + GR (1.063mg)
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せ、1 倍量（2.4mM）または 2 倍量（4.8mM）が最も顕著で、8 時間後において 1/16
倍量（0.15mM）以外はいずれもセンノシド A 単独と比較して有意なセンノシド A
代謝促進を認めた（Fig. 8）。リクイリチンアピオシドもリクイリチンと同様に濃度
依存的にセンノシド A の代謝を促進させ、8 時間後においてはいずれもセンノシド A
単独と比較して有意なセンノシド A 代謝促進を認めた（Fig. 9）。一方、グリチルリ
チンはいずれの濃度においてもセンノシド A 代謝の有意な変化を認めなかった（Fig. 
10）。 
 
Fig. 8.  Accelerating Effect of Liquilitin (LQ) on Metabolism of Sennoside A (SA) 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
















































SA (0.5mM) SA + LQ (9.6mM) SA + LQ (4.8mM)
SA + LQ (2.4mM) SA + LQ (1.2mM) SA + LQ (0.6mM)





Fig. 9.  Accelerating Effect of Liquilitin apioside (LA) on Metabolism of 
Sennoside A (SA) 
 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
sennoside A (Dunnett’s test). 
 
 
Fig. 10.  Accelerating Effect of Glycyrrhizin (GL) on Metabolism of Sennoside A (SA) 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 














































SA (0.5mM) SA + LA (5.8mM) SA + LA (2.9mM)
SA + LA (1.5mM) SA + LA (0.73mM) SA + LA (0.36mM)


























SA (0.5mM) SA + GL (15.6mM) SA + GL (7.8mM)
SA + GL (3.9mM) SA + GL (1.9mM) SA + GL (0.97mM)














粘液便）：2 の 3 段階にスコア化し、各個体での 10 時間の合計の平均値を算出し各群
の下痢スコアとした。 
センノシド A（15mg/kg）は 10 時間後の下痢スコアが 1.5 未満となるように設定
し、センノシド A（15mg/kg）と甘草凍結乾燥品（170mg/kg）の割合は大黄甘草湯
中のセンノシド A とグリチルリチンの割合を基準に設定した。その結果を Fig. 11 に
示す。甘草は濃度依存的に下剤活性を亢進し、2 倍量と 4 倍量で下剤活性の有意な増
強を示した。 
 
Fig. 11.  Accelerating Effect of Glycyrrhiza on Purgative Action of Sennoside A 
Each column represents the mean ± S.D. of 10 mice. *p<0.05, significant difference from 


























 甘草によりセンノシド A の下剤活性は有意に亢進したことから、甘草の主要成分
であるグリチルリチン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドについて、センノシ





に下剤活性を亢進し、2 倍量（16mg/kg）と 4 倍量（32mg/kg）で下剤活性の有意な
増強を示した（Fig. 13）。一方、グリチルリチンは腸内代謝実験の結果と同様に、い










Fig. 12.  Accelerating Effect of Liquilitin on Purgative Action of Sennoside A 
Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference from 
liquilitin (0mg) (Steel’s test). 

























Fig. 13.  Accelerating Effect of Liquilitin apioside on Purgative Action of Sennoside A 
Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference from 
liquilitin apioside (0mg) (Steel’s test). 
 
 
Fig. 14.  Accelerating Effect of Glycyrrhizin on Purgative Action of Sennoside A 
Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference from 





















































用については、センノシド A とセンノシド C の相乗作用に関する研究が行われてお






１． センノシド A 代謝における大黄および大黄成分の影響 
 
 
Fig. 15.   Effect of Rhubarb constituents on Metabolism of Sennoside A (SA) 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 






































ド A 代謝を促進する成分の存在が示唆された。そこで、センノシド A 代謝を促進す
る成分を探索するために、大黄（100g）を熱水抽出し、抽出液を DIAION MCI-gel 
CHP-20Pを用いてFr. Ⅰ からFr. Ⅴまでの５つのフラクションに分画した（Fig. 16）。



























1)  CHP-20P (10%MeOH)
2) LH-20 (H2O)
3)  CHP-20P (20%MeOH)
4)  recrystallized with H2O-MeOH






Fig. 17.  HPLC Profiles of Rhubarb Extract, and H2O, 20%, 40%, 60% MeOH and 
MeOH-eluted Fractions 
 
Peaks (Retention time): 1, unknown (6.52min); 2, sennoside A (9.24min); 3, aloe-emodin (16.62min); 























H2O ( Fr. Ⅰ )
20%MeOH ( Fr. Ⅱ )
40%MeOH ( Fr. Ⅲ )
60%MeOH ( Fr. Ⅳ )















Fig. 18.   Accelerating Effect of Fractions eluated from Rhubarb on Metabolism of 
           Sennoside A (SA) 
 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 
from SA (Dunnett’s test). 
 
それぞれの大黄抽出画分をセンノシド A に添加してセンノシド A 代謝を検討したと
ころ、20% MeOH 画分（Fr. Ⅱ）ならびに MeOH 画分（Fr. Ⅴ）の添加によりセンノ
シド A 代謝を大きく促進させた（Fig. 18）。20% MeOH フラクションの主要ピーク
は、HPLC による UV スペクトルからアントラキノン骨格を有している可能性が考え
られた。そこで、20% MeOH フラクションの主要ピークについて Sephadex LH-20
と DIAION MCI-gel CHP-20P を用いて単離・精製し、各種 NMR スペクトルならび
















































２．Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside によるセンノシド A の腸内代謝変化 
大黄から単離精製した RG がセンノシド A 代謝を促進するか検討したところ、RG
はセンノシド A 代謝を濃度依存的に有意な促進を示した（Fig. 20）。RG はレインを
アグリコンとするグルコースの配糖体である。そこで、レインについて同様に検討し
たところ、濃度依存的にセンノシド A 代謝を有意に促進した。この結果から、RG の
センノシド A 代謝促進作用は、RG のアグリコンであるレインに起因することが明ら





Fig. 20.   Accelerating Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）and Rhein on  
Metabolism of Sennoside A (SA)  
 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 





ジン共にセンノシド A 代謝を有意に促進した（Fig. 21）。この促進作用は同じ濃度の
レインと同等の促進作用を示していた。また、大黄の中にエモジン、アロエ－エモジ
ンはセンノシド A（0.2mM）に対してそれぞれ 0.03mM、0.13mM 含まれており、セ
ンノシド A 代謝促進に強く関与していると考えられる。以上の結果から、大黄のセン
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Fig. 21.   Accelerating Effect of Emodin, Aloe-emodin and Rhein on Metabolism of  
Sennoside A (SA) 
 
Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 
from SA (Dunnett’s test). 
 
３．Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside によるセンノシド A の下剤活性変化 
RG やレインもそれ自体に弱いながら下剤活性を有している。そこで、RG ならび
にレインの下剤活性を 10 時間にわたり観察したところ、RG は 33.4mg/kg 以上の濃
度で下痢スコアが 1.0 の下剤活性があった。この結果を踏まえて、RG が下剤活性を
示さなかった 16.8mg/kg 以下の濃度に対してセンノシド A の下剤活性に対する影響
を検討することとし、レインについても RG と同様に下剤活性を示さなかった
10.7mg/kg 以下の濃度で検討することとした。RG ならびにレインによるセンノシド
A の下剤活性に対する影響を検討したところ、共にセンノシド A の下剤活性を有意に
亢進した（Fig. 22）。これらの下剤活性はセンノシド A 単独の下剤活性と比較して大
幅に下痢スコアが亢進しており、RG やレインによる相乗的なセンノシド A の下剤活
性亢進作用が確認された。 
以上のことから、大黄に含まれる RG やレインなどアントラキノン骨格を有する成
















































Fig. 22.   Accelerating Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) and Rhein on  
Purgative Action of SennosideA (SA) 
 
Each column represents the mean ±S.D. of 12 mice. *p＜0.05， **p＜0.01, ***p＜0.001,  














































第４章 Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside およびリクイリチンによる 
センノシド A 代謝促進機序 
 





ノシド A の腸内代謝を促進することで、センノシド A の下剤活性を亢進することを
明らかにした。そこで本研究では、LQ ならびに RG によるセンノシド A 代謝促進機
序の解明を目的に研究を行った。 
 
１．Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside およびリクイリチンによるセンノシド A 代謝促
進機序                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
大黄甘草湯に含まれるアントラキノン成分およびフラボノイド成分によるセンノ
シド A の腸内代謝を促進する機序について検討するために、マウス糞便懸濁液を用い
てセンノシド A 代謝の経時的変化を調べた（Fig. 23）。 
 
 
Fig. 23.   Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG), Rhein and Liquiritin (LQ) on 
     Metabolism of Sennoside A (SA) 
 
Each point represents the mean ± S.D. of 3 samples. **p<0.01, ***p<0.001, significant difference 
































SA SA + RG
SA + RheinSA + LQ
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その結果、RG および LQ はセンノシド A 代謝を有意に促進した。しかし、センノシ
ド A 単独の代謝変化と比較して RG ならびに LQ を添加したセンノシド A 代謝の経
時的変化は異なり、LQ による代謝変化は飽和曲線を示したことから、酵素活性を高
めている可能性を示唆した。一方で、RG による代謝変化は非飽和曲線を示したこと
から、センノシド A 代謝菌またはセンノシド A 代謝酵素を誘導することでセンノシ
ド A 代謝を促進している可能性を示唆した。 




ノシド A 単独と比較して RG および LQ を添加することで有意にセンノシド A 代謝
を促進した（Fig. 24）。このことから、RG および LQ は共にビフィズス菌が産生す
るセンノシド A 代謝酵素の活性を高めることでセンノシド A 代謝を促進することを
明らかにした。 
 
Fig. 24.   Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) and Liquiritin (LQ) on 
        Sennoside A (SA) –Metabolic Enzyme of Bifidobacteria 
 
Each point represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference from SA 
(Dunnett’s test). 
 
２．腸内微生物叢におけるセンノシド A 代謝酵素の合成に与えるセンノシド A 代謝
促進成分の影響 
RG、レインならびに LQ によるセンノシド A 代謝菌または代謝酵素に対する影響


































Fig. 25.   Effect of Pre-incubation with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG), Rhein  
and Liquiritin (LQ) on Metabolism of Sennoside A (SA) 
 
Each column represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant  difference from 
Control (Dunnett’s test).  
 
 
Fig. 26.   Effect of Pre-incubation with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) against 
          Sennoside A-Metabolic Enzyme Treated with Puromycin 
 





























































分を除去し、センノシド A を添加して代謝率を比較した（Fig. 25）。その結果、RG
を添加してプリインキュベーションした糞便懸濁液は、コントロールと比較してセン
ノシド A 代謝を有意に促進した。RG のアグリコンであるレインも同様にセンノシド
A 代謝を促進した。一方で、LQ はコントロールと比較して有意な変化を認めなかっ
た。以上の結果から、RG はセンノシド A 代謝に関与する代謝菌または代謝酵素を誘
導することでセンノシド A 代謝を促進することが示唆され、この作用は RG のアグリ
コンであるアントラキノン骨格に起因する作用であることを明らかにした。 
次にセンノシド A 代謝酵素について、RG がセンノシド A 代謝酵素の誘導に影響を
与えているのかを明らかにする目的で、タンパク合成阻害剤であるピューロマイシン
を用いて RG の作用機序の検討を行った。その結果、RG による促進作用はピューロ
マイシンによって抑制されたことから（Fig. 26）、RG は腸内細菌のセンノシド A 代
謝酵素の合成を誘導することでセンノシド A 代謝を促進することを明らかにした。 
 




ル酸培地で 24 時間培養して得られる培養液を用いてセンノシド A 代謝を検討した。
その結果、RG はセンノシド A 代謝を有意に促進したから（Fig. 27）、RG はビフィ
ズス菌またはビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝酵素に影響を及ぼしている可能
性が示唆された。そこで培養液にピューロマイシンを添加して RG の作用を検討した
ところ、ピューロマイシンは RG によるセンノシド A 代謝促進作用を濃度依存的に抑
制した（Fig. 28）。この結果から、RG はビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝酵素
を誘導することでセンノシド A 代謝を促進することを明らかにした。 
以上の結果から、大黄甘草湯に含まれる RG および LQ はビフィズス菌が産生する
センノシド A 代謝酵素の活性を高めることで、センノシド A 代謝を促進することを
明らかにした。また、RG はセンノシド A 代謝菌またはセンノシド A 代謝酵素の誘導
に関与することが示唆されたことから、ピューロマイシンを用いてセンノシド A 代謝
酵素の誘導に対する作用を検討した。その結果、ピューロマイシンは RG によるセン
ノシド A 代謝促進作用を濃度依存的に抑制したことから、RG はビフィズス菌由来の
センノシド A 代謝酵素の誘導に関与することを明らかにした。本研究から、RG と
LQ はビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝酵素活性を促進すること、さらに RG は





Fig. 27.   Effect of Culture in Bifidobacteria with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) 
     on Metabolism of Sennoside A (SA)  
 




Fig. 28.   Effect of Culture in Bifidobacteria with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG)  
against Sennoside A-Metabolic Enzyme Treated with Puromycin 
 




































































ド A 代謝が促進することを明らかにした。さらに、下剤活性評価において、LQ や
LA によってセンノシド A の下剤活性が亢進することを証明した。一方で、大黄中の
センノシド A はセンノシド A 単独よりも代謝を受け易いことから、大黄の水抽出物
中のセンノシド A 代謝促進成分として rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）を単離
同定した。RG の作用はアグリコンであるレインに由来し、大黄のアントラキノン成
分であるエモジンやアロエエモジンも同様に代謝促進作用を示した。さらに、RG と
レインが SA 代謝を促進することで、センノシド A の下剤活性を亢進することを実証
した。 
センノシド A 代謝における LQ や RG のセンノシド A 代謝促進作用は、
Bifidobacterium longum および B. infantis が産生するセンノシド A 代謝酵素活性
を高めることで、センノシド A 代謝を促進することを明らかにした。特に、RG は
B. longum および B. infantis の生菌とプリインキュベーションすることでセンノシ
ド A 代謝を促進し、この促進作用はタンパク質合成阻害剤であるピューロマイシンに
よって濃度依存的に抑制されことから、RG はビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝
酵素の合成を亢進することでセンノシド A 代謝を促進していることを明らかにした。 
以上の結果から、大黄甘草湯の下剤活性発現メカニズムとして、センノシド A の腸
内代謝を RG や LQ などが代謝促進することで、大黄甘草湯の下剤活性を亢進するこ
とを解明し、複合成分系薬物である大黄甘草湯の有用性を解明した。 
現在、RG や LQ によるβ-グルコシダーゼの酵素活性促進作用を解明するために、



































Peni: penicillins, Ceph: oral cephems, Amin: aminoglycosides, Macr: macrolides, 
Pyri: pyridone carboxylic acids, Tetr: tetracyclines, Fosf: fosfomycins (other antibiotics), 












































反応時間 0 分のものをブランクとし、センノシド A の代謝率（％）は（ブランク中の






シド A 単独では代謝を顕著に抑制したが、大黄甘草湯中のセンノシド A の代謝率は
60％以上保持され、センノシド A と大黄甘草湯に対する反応性の相違が認められた。 
 
Fig. 29.  Influence of Co-administered Antibiotics on Metabolism of Sennoside A 
ABPC: ampicillin, CFPN-PI: cefcapene pivoxil, KM: kanamycin, CAM: clarithromycin, LVFX: 
levofloxacin, FOM: fosfomycin, MINO: minocycline, FRPM: faropenem.  







KM CAM LVFX FOM MINO FRPM









































絶食絶水とし、試料溶液投与後、下剤活性を 1 時間毎 8 時間にわたり観察し、正常
便、膨潤便、軟便、泥状便、粘液便に分類し個数を記録した。便の状態をスコア化し、
各個体における 8 時間の合計の平均値及び標準偏差を算出し各群の下痢スコアとし












Fig. 30.  Influence of Co-administered Antibiotics on Purgative Action of  
Daiokanzoto and Sennoside A 
 
ABPC: ampicillin, CFPN-PI: cefcapene pivoxil, KM: kanamycin, CAM: clarithromycin, LVFX: 
levofloxacin, FOM: fosfomycin, MINO: minocycline, FRPM: faropenem. 
Data are expressed as the ± S.D.. *p<0.05, significant vs. control (non-antibiotics) by Steel’s test (n = 
6-14).  
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した。ミノサイクリン処置後の大黄甘草湯、センノシド A およびセンノシド A＋甘
草凍結乾燥品の下痢スコアを Fig. 31 に示す。  
 
Fig. 31.  Accelerating Effect of Glycyrrhiza on Purgative Action of Sennoside A 
Pretreated with Minocycline 








































Fig. 32.  Accelerating Effect of Glycyrrhizin or Liquilitin on Purgative Action of 
Sennoside A Pretreated with Minocycline 
 
Data are expressed as the ± S.D.. *p<0.05, significant vs. sennoside A by Mann-Whitney’s U-test (n 
= 8). 
 






























































よび LQ（1mM）をセンノシド A に添加し、それぞれの試料についてセンノシド A
代謝変化の安定性を確認した。その後、アンピシリン（25mg/kg/day）を８日間投与
して、その間のセンノシド A 代謝変化を観察した。その結果、センノシド A 単独の
センノシド A 代謝はアンピシリン投与翌日からアンピシリン無処置の群と比較して





る成分である LQ や RG をセンノシド A に添加して腸内代謝変動を観察した。その結













































































































































































































































































































































































































































































































































































して、いずれの投与群もセンノシド A 下剤活性が有意に抑制した（Fig. 34）。しかし、
アンピシリン処置したセンノシド A 投与群と比較して、大黄甘草湯ならびに RG 投与
群は有意な下剤活性の亢進作用を示した。以上の結果から、アンピシリン投与下にお
ける大黄甘草湯の下剤活性の維持に RG が関与していることを明らかにした。 
 
Fig. 34.   The Activating Effect of Rhein 8-O-β-D-Glucopyranoside (RG) on the  
Purgative Activity of Sennoside A Is Inhibited by Ampicillin 
 
Each column represents the mean ±S.D. of 7 mice. † p<0.05 , † † † p<0.001, significant vs. the control by 
Mann-Whitney’s U test. **p<0.01, significant difference from sennoside A (SA) pre-administrated 
with ampicillin by Steel’s test. 
 
３．T-RFLP を用いたアンピシリン投与前後の腸内微生物叢の解析 












































センノシド A 代謝は回復した。この実験と並行して T-RFLP で腸内微生物叢の変化
を観察すると、アンピシリン投与直後からビフィズス菌は全く検出されなかった。し















































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 36.  Experimental Design 
 


































































































RG（1mM）および LQ（1mM）をセンノシド A に添加し、それぞれの試料について
24 時間後のセンノシド A 代謝変化を観察した。その結果を Fig. 37 に示す。高脂肪飼
料摂取によるセンノシド A 代謝に対する影響は認められなかったが、いずれの添加群
もセンノシド A 単独より有意に高いセンノシド A 代謝率を示した。特に RG 添加群
のセンノシド A 代謝は非常に高い代謝活性を維持し、24 時間代謝では 100％代謝さ
れた（４時間代謝でも比較検討）。また、高繊維飼料摂取によって、センノシド A 単
独ならびに LQ 添加群のセンノシド A 代謝は有意に促進したが、大黄甘草湯添加群は
RG 添加群と同様にセンノシド A 代謝の有意な変化を認めなかった。 
以上の結果から、センノシド A 代謝は食餌によって大きく影響を受けることが判明
した。しかし、大黄甘草湯のセンノシド A 代謝能は食餌の影響を受けにくく、この現





び LQ（53.3mg/kg）をセンノシド A に添加した、それぞれの試料について単回経口
投与して 10 時間にわたり下剤活性評価を行った。その結果を Fig. 38 に示す。セン




ノシド A 代謝菌の増加が下剤活性の亢進に関与している可能性が示唆された。 
一方で、RG 投与群はいずれの飼料摂取においても有意な変化は認められず、大黄
甘草湯投与群においては高脂肪飼料摂取と比較して高繊維飼料摂取により下剤活性






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































（22.3mg/kg）および LQ（53.3mg/kg）をセンノシド A に添加した、それぞれの試
料を５日間経口投与して下剤活性の変化を観察した。高炭水化物飼料摂取下において

















によりバクテロイデスの存在割合が増加する傾向を認めた（Figs. 44, 45）。RG はバ
クテロイデスの機能を変化させることでセンノシド A 代謝能を与える可能性がある
ことから（第２編第２章）、高炭水化物および高脂肪飼料摂取下で認められた大黄甘
草湯の下剤活性を維持する作用（Figs. 40, 41）は、RG によるバクテロイデスを介し 













Fig. 40.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 
Consecutive Days by Intake of the High-Carbohydrate Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
1 by Steel’s test.  
 
 
Fig. 41.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 
Consecutive Days by Intake of the High-Fat Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 





















































































































































































Fig. 42.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 
Consecutive Days by Intake of the High-Protein Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
1 by Steel’s test. 
 
 
Fig. 43.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 
Consecutive Days by Intake of the High-Fiber Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
















































































































































































意な抑制を受けた（Fig. 43）。この時点（After day1：Fig. 47）の腸内微生物叢を確
認すると、Clostridium subcluster XIVa の存在割合が比較的増加している傾向が認
められた。Clostridium subcluster XIVa に分類される腸内細菌は、酪酸などの短鎖
脂肪酸を産生する腸内細菌が多くを占めている［62］。Clostridium により産生され
た酪酸は、体内に取り込まれナイーブ T 細胞に作用して制御性 T 細胞の分化誘導を
促進することにより、腸管における炎症を抑えることが解明されている［63］。この


















Fig. 44.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 




Fig. 45.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 















































































 Bacteroides  Bifidobacterium  Clostridium cluster Ⅳ  Clostridium cluster Ⅸ  Clostridium cluster ⅩⅧ













































































 Bacteroides  Bifidobacterium  Clostridium cluster Ⅳ  Clostridium cluster Ⅸ  Clostridium cluster ⅩⅧ




Fig. 46.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 




Fig. 47.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 















































































 Bacteroides  Bifidobacterium  Clostridium cluster Ⅳ  Clostridium cluster Ⅸ  Clostridium cluster ⅩⅧ









 Bacteroides  Bifidobacterium  Clostridium cluster Ⅳ  Clostridium cluster Ⅸ  Clostridium cluster ⅩⅧ




























































































スに作用することでセンノシド A 代謝を促進している可能性を明らかにした。 
第３章では、高繊維飼料を摂取させたマウスは、高脂肪飼料を摂取させた場合と比
較して、センノシド A 代謝ならびにセンノシド A 下剤活性を有意に亢進した。特に
センノシド A 代謝は摂取 1 日目から変動したことから、食餌によって腸内微生物叢が
速やかに影響を受けることを本研究においても確認できた。大黄甘草湯の下剤活性は、
高脂肪飼料摂取および高繊維飼料摂取間で有意差が認められ、高繊維飼料摂取によっ




























































実 験 方 法 
 

















DEAE M（東ソー）；カラム：DIAION MCI-gel CHP-20P（三菱化学）、Sephadex 
LH-20（GE ヘルスケア）、クロマトグラム管（直径：6.5cm、高さ：60cm）；糞便破
砕用チューブ（ザルスタット）、16S rRNA 遺伝子ユニバーサルプライマー
（ 516f-FAM ： 5’- FAM - TGCCAGCAGCCGCGGTA 、 1510r ：
GGTTACCTTGTTACGACTT）、Tks Gflex™ DNA Polymerase（タカラバイオ）、High 
Pure PCR Template Preparation Kit（Roche）、QIAquick PCR Purification Kit
（QIAGEN）、制限酵素 BslⅠ（New England BioLabs）、100bp DNA Ladder、
Agarose LO3「TAKARA」（タカラバイオ）；特殊飼料：高炭水化物（コントロール）
飼料（D12450H）、50kcal%高タンパク質飼料（D15122105）、45kcal%高脂肪飼料
（D12451）、10%イヌリン添加高繊維飼料（D14053101）（Research Diets , Inc）； 実





















認年月日：平成 22 年８月１日および承認番号：H27-動-13、承認年月日：平成 27 年
５月 21 日）された研究である。 
 
【 第１編 第１章 HPLC による大黄甘草湯のセンノシド A 代謝定量法 】 
１．HPLC 測定条件 
SERIES1100 フォトダイオードアレイ検出器システム（Agilent）  
  カラム  ：TSKgel ODS-80TsQA（4.6 I.D.x15cm，東ソー）  
 検出波長 ：265nm                    カラム温度 ：50℃ 
 流速   ：1.0mL/min                注入量   ：5μL  
 溶離液  ：[A 液]0.017％リン酸水溶液   [B 液]アセトニトリル 





 センノシド A(24mg)を 0.2M アンモニア含有メタノール（4mL）、グリチルリチン
(40mg)、リクイリチン(16mg)、リクイリチンアピオシド(8mg)をそれぞれメタノー
ル(4mL)に溶解後、混合した溶液をメタノールで 1～4096 倍に希釈した。 
２）標準溶液の調製 



































シド A：52.3 - 418.6μM、グリチルリチン：91.5 - 754.1μM）、センノシド A（センノ




【第１編 第２章 甘草に含まれるセンノシド A 代謝促進成分 】 
１．腸内代謝実験 
１）試料溶液の調製     















ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに入れ、排






ィルターでろ過したものを HPLC で分析した。試料溶液のそれぞれ反応 0min のもの
をブランクとした。センノシド A の代謝率（％）は（ブランク中のセンノシド A－セ








を調製した。センノシド A（9mg）に 3 種類の甘草懸濁液（12mL）を添加した。 
同様の方法を用いて、リクイリチン（56mg）は 3 種類（2、1、0.5mg/mL；投与
量 40、20、10mg/kg）、リクイリチンアピオシド（44.8mg）は 3 種類（1.6、0.8、
















軟便：1、水様便（泥状便、粘液便）：2 の 3 段階にスコア化し、各個体での 10 時間
の合計の平均値及び標準偏差を算出し各群の下痢スコアとした。得られた結果につい
ては、Steel’s test を用いて有意差検定を行った。 
 
【第１編 第３章 大黄に含まれるセンノシド A 代謝促進成分 】 
１. HPLC 条件 
SERIES1100 フォトダイオードアレイ検出器システム(Agilent)  
カラム ：TSKgel ODS-80TsQA（4.6 I.D.x15cm、東ソー)  
検出波長：265nm                     カラム温度 ：50℃ 
流速  ：1.0mL/min                注入量   ：5 μL  
溶離液 ：[A 液]0.017%リン酸水溶液   [B 液]アセトニトリル 
溶出条件：[B 液]19-20%（0-3min）、20-21%（3-8min）、43%（16min）、90 %（21min） 
 
２. 大黄抽出物の分画と rhein 8-O-β-D-glucopyranoside の単離・精製 





ンを得た。Fr.Ⅱを DIAION CHP-20P に付し、10%メタノール（10.5L）、20%メタ
ノール（6L）、40%メタノール（1L）、100%メタノールで溶出させ、Fr.Ⅱ-Ⅰ（0.87g）、
Fr.Ⅱ-Ⅱ（2.58g）、Fr.Ⅱ-Ⅲ（1.14g）、Fr.Ⅱ-Ⅳ（0.20g）の４つのフラクションを得
た。Fr.Ⅱ-Ⅰを Sephadex LH-20（精製水）と DIAION CHP-20P カラム（20%メタ
ノール）に付し、得られた主要成分を含水メタノールで再結晶して、橙色針状結晶を
得た（69.7mg、mp 262-265°C）。 1H および 13C NMR スペクトル、HMBC
（heteronuclear multiple bond correlations）および 1H-1H COSY（correlation 














(1) センノシド A 代謝に及ぼす大黄抽出物の影響 
センノシド A（0.2mM）を 0.01M リン酸緩衝液で調製した。大黄抽出物の各フラ














































































































(2) センノシド A 代謝に及ぼす RG などのアントラキノン成分の影響 
センノシド A（0.2mM）は 0.01M リン酸緩衝液で調製した。RG（0.03～1mM）、
レイン（0.03～1mM）、エモジン（0.03～0.25mM）およびアロエ‐エモジン（0.03
～0.25mM）は 0.5%炭酸水素ナトリウム溶液で溶解後、センノシド A 溶液を添加し
試料溶液とした。 
２）代謝実験（腸内代謝実験法） 
ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに入れ、排
便後 1.5 時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便







0min のものをブランクとし、センノシド A の代謝率（％）は（ブランク中のセンノ





センノシド A（投与量 15mg/kg）は 0.01M リン酸塩緩衝液と 0.5%炭酸水素ナトリ
ウム溶液で調製した。RG（投与量 4.2～66.8mg/kg）およびレイン（投与量 1.3～
10.7mg/kg）は５%炭酸水素ナトリウム溶液で完全に溶解後、精製水で 10 倍希釈し




【第１編 第４章 Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside およびリクイリチンによるセンノ








 センノシド A（0.2mM）は 0.01M リン酸緩衝液で調製した。RG（0.4mM）、レイ
ン（0.4mM）ならびにリクイリチン（0.4mM）は 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で
溶解後、センノシド A 溶液を添加し試料溶液とした。ピューロマイシン（10mg/mL）
は超純水で溶解後、適正濃度まで超純水で 10 倍ずつ希釈し調製した。 
２）代謝実験（腸内代謝実験法） 
(1) センノシド A 代謝促進成分によるセンノシド A 代謝変化 
ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに入れ、排
便後 1.5 時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便
を 20 倍の 0.01Ｍリン酸緩衝液中でホモジナイズし、ガーゼ濾過後、炭酸ガス置換を
行う。この糞便液（1mL）に試料溶液（0.25mL）を添加し、直ちにアネロパック・
ケンキ入りの密閉容器に移して 37℃で 2‐24 時間インキュベートした。反応後直ち
に 0.425%リン酸/メタノール（1.25mL）を加え反応を停止し、遠心後（3000rpm、
5min）、上澄み液をメンブランフィルターでろ過し、HPLC で分析した。試料溶液の
それぞれ反応 0min のものをブランクとし、センノシド A の代謝率（％）は（ブラン
ク中のセンノシド A ‐センノシド A 残量）／ブランク×100 で算出した。得られた結
果については Dunnett’s test を用いて有意差検定を行った。 







(3) 腸内細菌のセンノシド A 代謝酵素に対する代謝促進成分の影響 





後、センノシド A（0.2mM）を 0.25mL 添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入りの




作を行った。得られた結果については unpaired t test を用いて有意差検定を行った。  
(4) ビフィズス菌のセンノシド A 代謝酵素の誘導における RG の影響 














の密閉容器に移して 37℃で 24 時間インキュベートした。反応後は（１）と同様の操
作を行った。得られた結果については unpaired t test を用いて有意差検定を行った。 
 



























（％）は（ブランク中のセンノシド A－センノシド A 残量）／ブランク×100 で算

















ウスの体重 10g あたり 0.2mL を経口投与した。同程度の下痢スコアを示す大黄甘草
湯（1.21g/20mL；投与量 1.21g/kg）ならびにセンノシド A（36mg/18mL；投与量




緩衝液（12mL）で調製後、各 10mL をセンノシド A（20mg）に溶解した。 
２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 























大黄甘草湯（20mg/mL）を 0.01M リン酸緩衝液と 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液
を等量ずつ加えて製した。センノシド A（0.2mM）をセンノシド A（0.4mM）と 0.5%
炭酸水素ナトリウム水溶液を等量ずつ加えて製した。RG 添加試料および LQ 添加試
料は、RG（2mM）ならびに LQ（2mM）とセンノシド A（0.4mM）を等量ずつ添加






センノシド A（投与量 40mg/kg）および大黄甘草湯（投与量 1.21g/kg）を 0.01M
リン酸緩衝液と 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液を等量ずつ加えて製した。RG（投与






１）糞便 DNA サンプルの調製 
 アンピシリン投与１日前～投与８日後のマウス糞便を採取するために、排便後 1.5
時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便 200mg












室温で 30 分以上静置した。その後、High Pure PCR Template Preparation Kit
（Roche）のプロトコールに従ってサンプル精製を行い、糞便 DNA サンプルを調製
した。 
２）T-RFLP による腸内微生物叢の解析  
T-RFLPによる腸内微生物叢の解析は長島らが報告している方法を用いて解析を行
った。PCR 反応は Tks Gflex™ DNA Polymerase（タカラバイオ）を用いて、糞便
DNA サンプル（10ng）、各プライマ （ー516f-FAM、1510r）を各 0.5µL、2×Gflex buffer
（10µL）、Tks Gflex polymerase（0.4µL）、滅菌水を加えて全量 20µL として PCR
サンプルを調製した。PCR 条件は 94℃１分間に続き、94℃10 秒、55℃15 秒、68℃
１分を 35 サイクルに設定し、最後に 68℃10 分間で行なった。その後、QIAquick PCR 
Purification Kit（QIAGEN）を用いて、プロトコールに従い PCR 産物の精製を行っ
た。BslⅠによる制限酵素処理を行うために、PCR 産物（2µL）、滅菌水（6µL）、Cut 
Smart Buffer（1µL）、BslⅠ（1µL）を加えて全量 10µL として 55℃、３時間で制限
酵素処理した。その後、制限酵素処理サンプル（2µL）、MapMarker 1000（0.5µL）、
Hi-Di Formamide（12µL）を調製し、96℃で２分間熱処理後、５分以上冷却したサ
ンプルを、ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でフ





















第２編第２章と同様。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
２）腸内代謝実験 
マウスを下剤活性評価用ボックスに入れ、排便後 1 時間以内の糞便（約 30mg/糞
便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便を 40 倍の 0.01M リン酸緩衝溶液中で
ホモジナイズし、ガーゼろ過した後、ろ液を炭酸ガスで置換した。糞便懸濁液（1mL）
を試料溶液（0.25mL）に添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入りの密閉容器に移
して 37℃で４～24 時間インキュベートした。終了後直ちに 0.425%リン酸/メタノー
ル（1.25mL）を加え反応を停止し、遠心（3000rpm，5min）後、メンブランフィル
ターでろ過したものを HPLC で分析した。試料溶液のそれぞれ反応 0min のものをブ






 センノシド A（投与量 20mg/kg）および大黄甘草湯（投与量 1.21g/kg）は 0.01M
リン酸緩衝液と0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で調製した。RG（投与量22.3mg/kg）
ならびに LQ（投与量 53.3mg/kg）は 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で完全に溶解後、
センノシド A 溶液を添加して試料溶液とした。 
２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 
マウスを経口投与 1 時間前から 1L ビーカーをかぶせた網上に放置し（下剤活性評
価ボックス）、下痢をしていない正常便排出マウスのみを使用した。投与群は１群を
５匹とし、12 群 60 匹を使用した。下剤活性評価については第１編第２章と同様であ
り、得られた結果は Steel-Dwass test を用いて有意差検定を行った。 
 
【第２編 第４章  大黄甘草湯の連日投与による下剤活性変化と腸内微生物叢の変動】 
１．各種飼料の給餌方法 
高炭水化物飼料を給餌させた ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後、112 匹）









 センノシド A（投与量 20mg/kg）および大黄甘草湯（投与量 1.21g/kg）は 0.01M
リン酸緩衝液と0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で調製した。RG（投与量22.3mg/kg）
ならびに LQ（投与量 53.3mg/kg）は 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で完全に溶解後、
センノシド A 溶液を添加して試料溶液とした。 
２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 
マウスを経口投与 1 時間前から 1L ビーカーをかぶせた網上に放置し（下剤活性評
価ボックス）、下痢をしていない正常便排出マウスのみを使用した。試料投与群は飼
料摂取群を４群に分けて１群を７匹とした。下剤活性評価については第１編第２章と









２）T-RFLP による腸内微生物叢の解析  
第２編第２章と同様の方法で T-RFLP を行い、フラグメント解析は Applied 
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